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El Instituto Finlay posee un grupo de cepas atenuadas candidatas a vacuna oral contra el célera, las cuales
fueron evaluadas desde el punto de vista de su capacidad inmunogénica mediante la determinacién de
anticuerpos por el método ELISA y principalmente por el ensayo Vibriocida. Este ensayo mide la
funcionalidad de los anticuerpos estimulados por la cepa vacunal, por lo que se considera la herramienta
mas eficaz para medir el estado de la inmunidad en individuos vacunados contra el cdélera y constituye el
soporte analitico para el desarrollo de la vacuna anticolérica cubana. En este trabajo se evaluaron la
precision, la especificidad y la robustez del ensayo y los resultados obtenidos estuvieron dentro del criterio
de aceptacion de esta técnica (>50% de coincidencia). Se demostré que las variaciones entre las muestras
negativas y positivas se debian precisamente al crecimiento de V. cholerae y que se pueden incorporar
pequefios cambios al ensayo sin que esto traiga consigo variaciones en el titulo de la muestra ni falsos
resultados. De acuerdo con los resultados obtenidos, el mismo se considera apto para la evaluacién de la

respuesta inmune estimulada por un candidato vacunal contra el célera.
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Introduccién

La prueba realizada con mayor frecuencia para la
determinacién de anticuerpos funcionales contra V.
cholerae es la de anticuerpos vibriocidas fijadores del
complemento, ya que los resultados son sencillos de
leer, se puede realizar con un minimo volumen de suero
y tiene alta sensibilidad (1), ademas de que la
respuesta vibriocida sérica es la mejor correlacion con
la proteccion (2).

Cedré y col. en 1999 (3) realizaron una ligera
modificacién del ensayo Vibriocida original (1), donde
al medio de cultivo que se aflade para detener la
reaccion bactericida, se adiciona un indicador de pH y
glucosa. La bacteria usada como antigeno en esta
reaccion (V. cholerae) utiliza en su metabolismo este
azucar, lo cual provoca la acidificacion del medio, que
conlleva a un cambio de color que permite una lectura
mucho mas clara, rapida y facil de realizar por los
analistas, incluso los menos experimentados.

El Instituto Finlay cuenta con un grupo de cepas
atenuadas candidatas a vacunas, algunas de las cuales
han sido evaluadas en ensayos de reactogenicidad e
inmunogenicidad; esta ultima se ha determinado por
los niveles de anticuerpos vibriocidas que la vacuna
logra inducir. Por tal motivo resulta imprescindible

asegurar que este procedimiento analitico ofrezca
resultados reproducibles y confiables que sean
adecuados, con el propésito de emplearlo como ensayo
de evaluacion de la inmunogenicidad de un preparado
vacunal contra el cdlera.

Materiales y Métodos

Existen diversas variantes de ensayos que han sido
empleadas para determinar la presencia de anticuerpos
bactericidas séricos; en todas ellas siempre estan
presentes los tres componentes fundamentales:
antigeno, anticuerpo y complemento. Para realizar la
validacion del ensayo nos dispusimos primeramente a
la preparacion de estos materiales.

Complemento

Como fuente de complemento se utiliz6 suero humano
del grupo sanguineo A+, obtenido de donaciones de
bancos de sangre. Para la evaluacion del suero como
fuente de complemento se llevaron a cabo los
siguientes ensayos:

Determinacién de la actividad bactericida intrinseca o
inespecifica

Se evaluaron tres sueros humanos de grupo A+ de
donantes (Banco de Sangre de Marianao, Ciudad de La
Habana).
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Se prepard una suspension bacteriana de las cepas
V. cholerae VC 12 y VC 13, (antigenos usados en la
reaccion bactericida), pertenecientes al biotipo Clasico
y a los serotipos Ogawa e Inaba respectivamente a
partir de un crecimiento de 4 h en cufias de agar
Infusién Cerebro Corazén (BHI). La suspensién se
ajustd en un espectrofotémetro (Pharmacia, Suecia) a
una DO entre 0.9-0.95 a 550 nm con solucion salina
fisioldgica y se realiz6 una dilucién 1/10 para obtener
una concentracion de 3x10” UFC/mL. Se mezclo (V/V)
con cada uno de los sueros a probar diluidos 1/5 y se
incub6 a 37 °C por 1 h junto con un control de
suspension de célula. Ambas suspensiones se
sembraron en placas de agar Infusion Cerebro Corazén
(BHI) y se incubaron de 18 a 24 h a 37 °C. Se conto el
nimero de colonias que crecié en la placa donde se
sembrd la mezcla y se compard con la placa control
donde se sembré la suspension celular. Se
seleccionaron los sueros en los que se obtuvo un
crecimiento mayor del 80% con respecto al control (4).

Valoraciéon funcional

Se evalu6 la potencia de la fuente de complemento
titulando seis veces un suero control positivo de titulo
conocido (1280), para el cual se debia obtener el
mismo titulo +/- una dilucion.

Luego de haber demostrado que no poseia propiedades
bacterioliticas intrinsecas y que poseia potencia como
complemento, se confeccionaron alicuotas de 1 mL;
una parte se congelé a —70 °C para utilizarlo en el
ensayo de robustez y el resto se liofilizé y se almacend
a4c°C.

Estandarizacion de la suspension celular (antigeno)

El nimero de células que participan en la reaccién
bactericida es un factor decisivo en este ensayo; se
determind la correspondencia entre la densidad oOptica
(DO) y el numero de UFC/mL.

Se ajusté la suspension celular preparada segun se
describié anteriormente a valores de DO de 0.8, 0.9 y
1.0 respectivamente, a una longitud de onda de 550
nm. Se hicieron diluciones apropiadas con factor 10 en
solucion salina fisiolégica y luego se sembraron en
placas de agar BHI, las cuales se incubaron a 37 °C de
18-24 h para realizar conteo de UFC/mL.

Seleccion de las muestras de suero (anticuerpo)

Para este estudio se escogieron tres muestras de suero
humano, provenientes de un estudio de
reactogenicidad e inmunogenicidad con la cepa V.
cholerae 638 candidata a vacuna oral: una de alto

titulo de anticuerpos, una de bajo titulo, y una muestra
negativa. Ademas, en cada placa se colocé siempre un
suero control positivo de titulo conocido y un suero
control negativo almacenados a —70 °C.

Procedimiento del ensayo Vibriocida

El dia anterior a la prueba se sembraron las cepas VC
12 Clasico Ogawa y VC 13 Clasico Inaba en placas de
agar BHI y se incubaron a 37 °C junto con cuatro
cufias del mismo medio sin inocular toda la noche. A la
mafiana siguiente se pasaron colonias aisladas de las
placas a las cufias precalentadas y se incubaron 4 h a
37 °C. El crecimiento se recogié con solucion salina
fisioldgica estéril, se ajustd en un espectrofotémetro
(Pharmacia, Suecia) a una DO entre 0,9 y 0,95 a una
longitud de onda de 550 nm y se diluyé 1:10 con la
misma solucion (5).

El complemento liofilizado se restituyd al volumen
original con solucién salina fisiologica y se diluyé 1/5,
luego se mezcldé con igual volumen de la suspensién
celular diluida 1/10.

Se hicieron diluciones dobles seriadas de las muestras
de suero desde el pozo 1 hasta el 12 en una placa de
microtitulacién estéril de 96 pozos (Nunc, Dinamarca).
La dilucién correspondiente al primer pozo luego de
afadir la mezcla bacteria-complemento fue 1/20 y del
Gltimo pozo 1/40960. Las diluciones de los sueros se
mezclaron con igual volumen de la mezcla bacteria-
complemento y la placa se incubé 1 h a 37 °C para que
ocurriera la reaccién (5).

Para detener la reaccién bactericida dependiente del
complemento se afiadieron 150 pL/pozo de medio
caldo cerebro corazén (BHI) que contenia glucosa y
purpura de bromocresol, ambos al 2%. La placa se
incubé nuevamente entre 3-4 h aﬁ? °C y se procedi6
a la lectura por observacion visual.

El titulo se definié6 como el inverso de la mayor dilucién
del suero en la que se observé inhibicién completa del
crecimiento bacteriano, reflejado por la invariabilidad
del color del medio de cultivo (azul) (3).

Procedimiento  Normalizado de  Operacién 12-097
“Determinacion semicuantitativa de anticuerpos séricos contra
Vibrio cholerae por el método Vibriocida”, aprobado 6/5/02,

Instituto Finlay.
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Validacién del ensayo Vibriocida colorimétrico

Una vez preparados todos los elementos necesarios
para ser utilizados en esta técnica, se procedi6 a la
validacion de la misma segun el Protocolo de
Validacién confeccionado al respecto®.

Los parametros a evaluar fueron los siguientes:
precision  (repetibilidad, precision intermedia vy
reproducibilidad), especificidad y robustez.

e Precision
Repetibilidad (precisién intraensayo)

En este ensayo se evalué segun lo descrito una
muestra de alto titulo, una de bajo titulo y una muestra
negativa. Se realizaron seis réplicas de cada muestra.
La titulacion la realizé un solo analista, usando las
mismas soluciones y equipos en todas las réplicas.

Precisién intermedia (precision interensayos)

Se usaron las mismas muestras que en el ensayo de
repetibilidad, pero los ensayos fueron realizados por
dos analistas en un mismo laboratorio, usando
soluciones diferentes preparadas por cada uno de ellos
y la suspension celular se ajusté en espectrofotémetros
distintos.

Reproducibilidad (Precisién interlaboratorios)

Se evaluaron las mismas muestras empleadas en los
ensayos anteriores, pero éste fue realizado por dos
analistas, cada uno en un laboratorio diferente, usando
soluciones preparadas por cada uno de ellos.

Criterio de aceptacién

El 50% de las muestras deberian tener el mismo titulo
con una desviacién maxima de -+/- una dilucién.

e Especificidad

Se evalué este parametro para comprobar que el
cambio de color que se produce en el medio de cultivo
se debe especificamente al crecimiento bacteriano,
para lo cual se titulé6 una muestra positiva de titulo alto
realizando seis réplicas de la misma.

Después de realizar la lectura visual del ensayo, se
extrajeron 10 pL de los pocillos implicados en la zona
de cambio de color (los tres ultimos pocillos de color
azul y los tres primeros amarillos) en cada una de las
réplicas. Las muestras extraidas de cada pocillo se

2 PV 11-066 “Protocolo de Validacién del ensayo bactericida
colorimétrico para la determinacion de anticuerpos séricos
contra Vibrio cholerae”, aprobado 6/5/02, Instituto Finlay.

diluyeron en solucién salina estéril y se sembraron en
placas de agar BHI con incubacion a 37 °C durante
18 h. Se realizé el conteo de colonias y se calcul6 el
nimero de UFC/mL y el porcentaje de sobrevivencia.
Este procedimiento se realiz6 luego de la incubacion de
la reacciéon bactericida (To), y 3 h después de la
adicion del medio (T3).

Criterio de aceptacién

Para aceptar la especificidad del ensayo bactericida
colorimétrico, el conteo medio de Vviables
correspondiente a la zona de actividad bactericida
(color azul), debid ser significativamente diferente del
conteo medios de viables correspondiente a la zona de
crecimiento (color amarillo), lo que indica que el cambio
de color se debié especificamente al crecimiento
bacteriano.

*  Robustez

Se efectuaron 6 andlisis de la muestra de alto titulo en
10 ensayos individuales, donde en cada uno se evaluo
un factor diferente y uno de ellos se realizd segun la
metodologia descrita.

Las variantes evaluadas fueron las siguientes:

Ajuste de la DO de la suspension celular a 0.8 y 1.00;
tiempo de reaccién antigeno-anticuerpo-complemento
de 30 min; buffer fosfato-salino (PBS) como diluente
de los componentes de la reaccion; muestras de suero
descomplementado a 56 °C durante 30 min;
complemento diluido en agua destilada estéril;
complemento diluido 1/10; medio de cultivo para
detener la reaccién: caldo Luria Bertani (LB) y caldo
Triptona Soya (TSB).

Criterio de aceptacién

El porcentaje de coincidencia del titulo en las réplicas
de la muestra dehié ser = 50% en todos los ensayos.

Para decidir si un factor tuvo una influencia
significativa se compararon los titulos obtenidos del
ensayo realizado segun lo descrito (control), con los
obtenidos en los ensayos con los factores alternativos.
En todos los ensayos el titulo debié ser el mismo —+/-
una dilucion.

Resultados y Discusion

Como antigeno para la prueba Vibriocida se pueden
utilizar cepas de V. cholerae Inaba y Ogawa bien
caracterizadas. Las cepas patrones usadas como
antigeno en los Centros para el Control y la Prevencion
de Enfermedades (Atlanta, USA) son la VC 12 (V.
cholerae O1 Ogawa) y la VC13 (V. cholerae O1 Inaba)
y se recomienda siempre que sea posible el uso de
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estas cepas, ya que esto permitird la homologacion de
los resultados de muchos laboratorios. Por tal motivo
escogimos estas cepas como antigeno de nuestro
ensayo. Se determind la correspondencia entre DO y
UFC/mL ajustando la suspension a valores de DO de
0.8, 0.9 y 1 respectivamente, a una longitud de onda
de 550 nm. Este es el paso decisivo del ensayo ya que
una suspension de antigeno que esté demasiado
concentrada o demasiado diluida puede alterar los
titulos obtenidos (5).

Para las tres suspensiones ajustadas a diferentes DO
se obtuvo un numero de unidades formadoras de
colonias dentro del mismo rango, es decir, pequefios
cambios en la DO no producen un incremento
considerable en el conteo de viables y pudimos
comprobar que una DO de 0.9, efectivamente
corresponde a un nimero de células de 10% y que al
realizar una dilucion de 1/10 el numero de células que
participan el ensayo es 107, tal y como recomienda la
bibliografia (1).

La determinacion de la actividad bactericida intrinseca
pone de manifiesto la actividad litica generada por la
propia fuente de complemento, ya sea porque
contenga anticuerpos que reaccionan con la cepa
utilizada en el ensayo, como es el caso de anticuerpos
contra miembros de la familia Enterobacteriaceae (6) o
por la presencia de sustancias bactericidas como los
antibioticos. Se evaluaron tres sueros del grupo A+ de
forma independiente enfrentandolos a la cepa usada
como antigeno. En los tres casos se obtuvo un 100%
de crecimiento con relacion al control de suspension.
Una recuperacion de células mayor de un 80% se
considera como carencia de actividad litica. Se escogi6
este grupo sanguineo puesto que por experiencia, con
él hemos obtenido los mejores resultados ya que se ha
visto que las personas con grupo O son mas propensas
a contraer la enfermedad (7, 8) y al parecer son
también mas susceptibles a las infecciones entéricas,
por tanto, en el suero de estos individuos pueden estar

presentes anticuerpos que reaccionan forma

cruzada con cepas de V. cholerae.

en

Procedimos a realizar una mezcla de estos tres sueros
y probar su funcionalidad o potencia utilizdndolo como
fuente de complemento en un ensayo Vibriocida, al
evaluar como muestra un suero positivo de titulo
conocido. Esta prueba se hace con el objetivo de
verificar que el complemento se activa en presencia de
anticuerpos y no tiene deficiencia alguna de los
elementos que lo componen. En este caso, obtuvimos
siempre el titulo esperado, por lo que quedd
confirmada su potencia.

El ensayo Vibriocida es la técnica de eleccién para
evaluar una vacuna contra el célera de cualquier tipo.
Teniendo en cuenta que el objetivo principal de la
validacién es asegurar que un procedimiento analitico
seleccionado dé resultados reproducibles y confiables,
resulta imprescindible la validaciéon del presente
ensayo, de manera que brinde resultados confiables de
la potencia de la vacuna.

La validacion este ensayo comprendioé la determinacion
de tres parametros fundamentales: precision,
especificidad y robustez.

Para evaluar la precision a tres niveles diferentes se
determind el titulo de anticuerpos a tres muestras de
suero y se calculd el porcentaje de coincidencia para
cada una entre las determinaciones.

En el ensayo de precision intermedia, los porcentajes
de coincidencia estuvieron por encima del 50% en
todos los casos, pero no alcanzé el 100%, debido a
que este fue realizado por un operador menos
entrenado y usando materiales y reactivos preparados
por él, aunque se considera aceptable para este tipo de
determinaciones, las variaciones en los titulos fueron
siempre de mas/menos una dilucién (Figura 1).

Sin embargo, en el ensayo de repetibilidad, para las
tres muestras evaluadas en las seis repeticiones
realizadas para cada una se obtuvo un porcentaje de
coincidencia de los titulos del 100% (Tabla 1)

Tabla 1. Porcentaje de coincidencia en los ensayos de repetibilidad y reproducibilidad.

Repetibilidad Reproducibilidad
Alto titulo Bajo Negativa Alto titulo  Bajo titulo  Negativa
titulo
1280 640 < 20 1280 640 < 20
1280 640 < 20 1280 640 < 20
1280 640 < 20 1280 640 < 20
1280 640 < 20 1280 640 < 20
1280 640 < 20 1280 640 < 20
1280 640 < 20 1280 640 < 20
% coincid. 100 100 100 100 100 100
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Figura 1. Porcentaje de coincidencia de los titulos de anticuerpos

vibriocidas en el ensayo de Precision Intermedia.
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La determinacion de la
reproducibilidad se realizé6 en otro
laboratorio de nuestro Instituto por
un profesional con experiencia en
este tipo de técnica y que la realiza
rutinariamente, por lo cual
obtuvimos  también  excelentes
resultados, con una coincidencia
entre las determinaciones del
‘ 100%, lo cual indica que el ensayo

Titulo Alto Titulo Bajo

M uestras

En todos los casos se obtuvo el titulo esperado
mas/menos una dilucién, que es lo aceptado para la
precision intra e interensayos, siendo de dos diluciones
para la precision interlaboratorios, teniendo en cuenta
que en esta técnica la determinacion del punto final es
cualitativa y esta estrechamente ligada a la habilidad
del técnico, lo que hace que variaciones de los titulos
en una diluciébn no sean tomadas como diferencias
significativas. Es de sefalar que en todos los casos
para la muestra negativa se obtuvo siempre el mismo
valor, (titulo < 20), que es el inverso de la primera
dilucion del suero, por lo que podemos sefialar que en
el ensayo Vibriocida, estandarizado y validado en
nuestro laboratorio no caben resultados falsos
positivos ya que para las muestras negativas en ningin
caso se obtuvo titulo de anticuerpos,
independientemente de quien haya sido el operador, ni
de quien haya preparado las soluciones y reactivos.
Segun el criterio de aceptacion para este ensayo
(= 50% de coincidencia), se puede considerar que
nuestra técnica presenta muy buena precision.

Otro de los parametros evaluados fue la especificidad.
Cedré y col. (3), introdujeron en nuestro laboratorio
una modificacion al método tradicionalmente reportado

Negativa

es altamente reproducible.

por otros autores (1), que consiste en la adicion al
medio de cultivo que se utiliza para detener la reaccion,
el azdcar glucosa, y el indicador de pH purpura de
bromocresol. Los vibrios sobrevivientes de la accion
litica de los anticuerpos y el complemento, utilizan este
metabolito facilmente asimilable y como consecuencia
se produce acido, que cambia el indicador de color
purpura a amarillo. En este ensayo nos dispusimos a
comprobar si efectivamente, este cambio de coloracion
en el medio era especifico, como resultado del
crecimiento de V. cholerae. Al realizar el conteo de las
UFC/mL de los tres Ultimos pozos azules (zona de
actividad bactericida) y los tres primeros amarillos, el
numero de células que crecieron en las placas estuvo
en el mismo orden del que fue depositado en cada
pocillo, por tanto, nos enfrentamos a la duda, de si
habia ocurrido solamente una inhibicién del crecimiento
por el caracter bacteriostatico de la reaccion o se habia
producido una lisis celular considerable aunque no
total, y los vibrios sobrevivientes habian sido capaces
de multiplicarse a expensas de los nutrientes del medio
de cultivo empleado (Tabla 2).

Tabla 2. Ensayo de Especificidad. Conteo de viables a las 3 h de crecimiento.

POZOS AZULES

POZOS AMARILLOS

Pozo 7 8 9 10 11 12
UFC/mL  2.1x107 2.5x107 1.6x10° 1.3x10%° 1.5x10%° 1.5x10%°
Media 2x107 1.4x10%°
Estos resultados representan la media de seis conteo de viables medio correspondiente a la zona de

determinaciones. Segun el criterio de aceptacion, el

actividad  bactericida  (color azul) debe ser
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significativamente diferente del conteo de viables
medio correspondiente a la zona de crecimiento (color
amarillo), indicando de esta forma que el cambio de
color se debe especificamente al crecimiento
bacteriano, lo cual coincide con nuestros resultados, ya
que la diferencia en el nUmero de células entre ambas
zonas fue de tres Ordenes, lo cual se considera
significativo desde el punto de vista estadistico.

Figura 2. Curva de sobrevivencia luego de la reaccién bactericida.
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2.00E+07
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Para aclarar la duda del caracter de la reaccion se
repitid este experimento, pero sembrando todos los
pozos desde el 1 hasta el 12 inmediatamente después
de la reaccion bactericida y antes de detener la
reaccion. Se calculd el porcentaje de sobrevivencia
considerando como el 100% el numero de células
presentes al inicio de la reaccion (Figura 2).

un numero de células mayor que
10 para producir una cantidad de
acido suficiente para poder apreciar
un cambio de color en el medio de
cultivo.

El titulo obtenido por observacion
visual fue de 1280 correspondiente
al pozo 7 de la placa. Después de
ocurrida la reaccion y antes de
afadir el medio con el indicador de
pH, el porcentaje de sobrevivencia
en este pozo fue del 2%,
observandose un aumento brusco

0.00E+00
v » ?

En este experimento se pudo observar que el cambio de color en el medio
corresponde al crecimiento especifico de V. cholerae y que es necesario

De estos resultados se puede inferir que
efectivamente, los anticuerpos generados por un
preparado vacunal compuesto por células vivas
atenuadas administradas por via oral logran inducir

anticuerpos séricos con actividad bactericida casi total.

Aunqgue las células sobrevivientes logran multiplicarse
en el periodo de incubacion debido a que se afiade un
medio de cultivo que contiene nutrientes esenciales
para su viabilidad y multiplicacién y logran sobrepasar
aun el nimero de células que se afiade, y teniendo en
cuenta ademas, el corto tiempo de generacion de V.
cholerae y su rapida velocidad de crecimiento, queddé
demostrado que existe una estrecha relacion entre el
numero de células sobrevivientes, la concentracién de
anticuerpos en cada pozo y la coloracion del medio.

El tercer parametro que se evalud fue la robustez del
ensayo para precisar si pequefios cambios introducidos
a la técnica conllevaban a grandes variaciones en los
titulos de las muestras. Escogimos seis variables
diferentes y cada una constituyd un ensayo. Las
variables se escogieron con la linea de pensamiento de
poner en practica nuevas modificaciones que resultaran
en una optimizacion de la técnica.

1/Dil. x 10

en los siguientes pozos. Tres horas
después de afadir el medio de
cultivo, las células sobrevivientes se
multiplicaron 'y alcanzaron un
numero del mismo orden del que
habia al inicio de la reaccion.

Tradicionalmente se habia utilizado como medio de
cultivo el caldo BHI, el cual se utiliza también en
nuestro laboratorio para la preparaciéon del inéculo que
se administra a los voluntarios de los estudios clinicos.
Con la aparicion de la enfermedad de las vacas locas

se han producido importantes cambios en las
regulaciones de los componentes presentes en
medicamentos y vacunas de uso humano, cuya

procedencia se relaciona con el ganado vacuno. Por
esta razon se desestimé el uso de este medio para la
preparacion de productos para uso humano. Para
racionalizar mejor los recursos del laboratorio y hacer
mas factible las compras nos dimos a la tarea de
probar otros medios que fueran simples y asi sustituir
el BHI. Con tales fines se evalué el medio Caldo TSB y
el medio LB (9), preparados a partir de sus
componentes. Con ambos medios el viraje del indicador
de pH se produjo a las 3 h, tiempo para el cual se
realiza normalmente la lectura con BHI y no hubo
variacion alguna en los titulos de las muestras a
estudiar; para todas las repeticiones se obtuvo el titulo
esperado y coincidente con el reportado con el medio
BHI, pero hubo una diferencia mas marcada entre los
pozos positivos y negativos con el medio LB, resultado
que nos satisface pues ademas éste es el medio mas
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simple y econémico de los tres usados y uno de los de
mas amplio uso en el cultivo de V. cholerae.

En el procedimiento establecido para la determinacién
de anticuerpos vibriocidas (PNO 12-097), el tiempo de
incubacion para la reaccion antigeno-anticuerpo-
complemento es de 1 h, pero seria conveniente
acortarlo con el fin de acelerar la lectura final, siempre
y cuando no afecte el titulo de la muestra y asi obtener
los resultados en mas breve tiempo. Por esa razén
acortamos el tiempo de reaccion a 30 min, y se obtuvo
un valor para la muestra de alto titulo de 2560, es
decir una diferencia de una dilucion con respecto al
obtenido en algunas determinaciones. Teniendo en
cuenta que la lectura se hace de forma subjetiva, a
simple vista, en términos generales se acepta esta
diferencia. Se concluyd que acortar el tiempo de
reaccion de los elementos involucrados en la técnica
no afecta los resultados de la misma.

Aunque la solucion salina fisiolégica contiene
solamente NaCl y el PBS es diferente otras sales, este
ultimo es de uso comun en todos los trabajos de
microbiologia e inmunoquimica en nuestro laboratorio,
por lo que seria conveniente sustituir la solucién salina
fisiolégica por esta otra. Otros autores han evaluado el
impacto de variar el diluente usado en el ensayo
bactericida y han utilizado para esto, medio de cultivo,
PBS o0 solucién salina fisiolégica a la que se han
adicionado iones Mg™? (10).

El titulo vibriocida obtenido para la muestra evaluada
usando PBS como diluente tanto del suero, como de
las células y del complemento fue de 2560, el mismo
que se obtuvo cuando se uso6 solucidn salina fisioldgica
en el experimento para seleccionar el medio de cultivo.
Otros autores obtuvieron resultados equivalentes (10),
donde diferentes suspensiones preparadas con cada
una de estas soluciones fueron igualmente sensibles a
la lisis mediada por el complemento. Este aspecto no
parece ser muy relevante en la reaccion, puesto que en
otros reportes han utilizado diferentes medios vy
soluciones. Neoh 'y Rowley (11) utilizaron
complemento de curiel diluido 1/10 en peptona salina
al 0,1% y Gangarosa y col. (6) prepararon las
diluciones del suero en buffer Veronal salino, pH 7.2,
mientras que Benenson, Saad y Mosley (1) las
realizaron en agua destilada estéril. Aunque en nuestro
caso hubo variacion en los titulos cuando usamos
agua, el cambio de color se observé a las 6 h, es decir,
3 h mas tarde de lo que normalmente se lee la placa.

En el ensayo bactericida se afiade un exceso de
complemento a la reaccion. Algunos autores
recomiendan descomplementar las muestras de suero a

evaluar para lograr una homogeneidad en cuanto a la
cantidad de complemento presente y que solo participe
en la reaccion el complemento proveniente de via
exdgena (5). Aunque no es la practica corriente en
nuestro departamento, quisimos determinar si esto
tenia alguna influencia en el resultado. En este
experimento el titulo vibriocida obtenido fue de 2560,
al igual que en los ensayos anteriores. Esto era de
esperar, puesto que el volumen de suero que se utiliza
en la prueba Vibriocida es de 5 pL, y consideramos que
no aporta de manera importante una fuente de
complemento adicional. Sin embargo, al diluir el
complemento 1/10 en PBS, el titulo de la muestra cay6
de 2560 a 640.

El complemento se puede utilizar fresco, congelado a —
70 °C, durante un periodo aproximado de 3-6 meses
(5). Nosotros, con el fin de prolongar su uso por un
tiempo mayor decidimos liofilizarlo, que es uno de los
métodos de conservacién de bacterias y otros
productos que permite su utilizacion por largos
periodos de tiempo. En nuestra propia experiencia
hemos utilizado cotidianamente complemento liofilizado
de hasta tres afios, sin pérdida de su potencia. El titulo
obtenido con el complemento congelado fue 2560 y
con el liofilizado 1280; la diferencia fue de una
dilucién, criterio aceptado en este tipo de ensayo como
ya se habia expresado anteriormente.

Uno de los factores criticos es el nimero de células
usadas como antigeno en la reaccion, ya que la
sensibilidad del ensayo depende de la densidad
bacteriana (6). El ajuste de la suspensién celular se
realiza espectrofotométricamente a una longitud de
onda de 550 nm. Evaluamos un valor de DO inferior al
que aparece en el procedimiento establecido y otro por
encima para estudiar si esto conducia a un brusco
aumento o disminucién en el nimero de viables y por
tanto, a una variacioén en los titulos de anticuerpos.

El conteo de viables no difiri6 de manera importante
para ninguna de las tres DO probadas; para todas, el
numero de células estuvo en el orden de 108. Es decir,
que en un rango de DO entre 0.8 y 1.0 no se aprecian
diferencias en el nimero de células. Esto se corroboré
al realizar el ensayo Vibriocida ajustando la suspension
celular a cada una de estas DO, para las cuales se
mantuvieron los titulos invariables (1280).

Cabe sefialar que en los ensayos para determinar la
robustez, el titulo que mas se repiti6 fue 2560 y
aunque este valor entra en el criterio de aceptacion de
esta prueba, queremos aclarar que todos estos ensayos
de robustez se realizaron en un mismo dia, pero
diferente al de los ensayos de precision.
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El reporte original de este ensayo (1) ha sido
modificado por el método que se presenta en esta
validacién, con el objetivo de contar con una prueba de
mayor objetividad, la cual es conveniente realizar,
especifica y altamente reproducible. De estos
resultados se puede concluir que el ensayo Vibriocida
colorimétrico para detectar anticuerpos contra V.
cholerae mostré una precision dentro de los limites de
aceptacion para este tipo de ensayo, probd que el
cambio de color que se observa en el medio de cultivo
es debido al crecimiento de los vibrios sobrevivientes
de la reaccién bactericida y que pequefios cambios
introducidos a la técnica no conllevan a variaciones en
los titulos de anticuerpos.
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Validation of Colorimetric Vibriocidal Assay to Determine Serum Antibodies against Vaccine

Candidate Strains of Vibrio Cholerae

Abstract

Finlay Institute possesses a group of attenuated strain candidates for an oral vaccine against cholera.
Immunogenicity has been evaluated in volunteers by ELISA antibody determination and mainly by vibriocidal assay.
Vibriocidal assay measures the functionality of antibodies elicited by a vaccine strain, that is why it is considered
the most efficient tool for determining immunity levels against cholera in vaccines, for which reason, the validation
of this test is very important. Precision, specificity and robustness were evaluated in this paper. The results were
within the acceptance criteria for this technique (>50% coincidence). It was demonstrated that the differences
between positive and negative samples were due precisely to Vibrio cholerae growth and that small changes may
be introduced in the test without producing variations in sample titer or false results. According to these results,
this test is considered appropriate to evaluate the immune response elicited by vaccine candidates against cholera.

Keywords: Vibriocidal, validation, precision, specificity, robustness
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